人类白细胞抗原（HLA）等位基因及抗原错配对非血缘异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）预后的影响国外已有许多研究报道[@b1]--[@b3]。Kasamon等[@b4]分析185例血液病患者接受单倍体骨髓移植联合移植后大剂量环磷酰胺治疗，认为HLA抗原相合度对移植预后无影响。北京大学人民医院Wang等[@b5]随访了1 210例行单倍体移植患者资料，发现供受者HLA-A、-B、-DRB1位点错配对移植预后无明显影响。但是以上研究仅局限于在HLA-A、-B、-DRB1位点进行分析，均无HLA-C、-DQB1位点分型结果，且并未区分是HLA等位基因错配还是HLA抗原错配。同时，本中心早期研究显示单倍体联合第三方脐血移植可促进植入、减少Ⅱ\~Ⅳ度急性移植物抗宿主病（aGVHD）的累积发生率[@b6]--[@b8]。如何应用HLA基因分型选择单倍体供者以及第三方脐血，特别是供受者HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1等位基因错配是否对移植预后有影响，值得我们对此进行初步探讨。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2012年1月至2014年12月在苏州大学附属第一医院接受单倍体联合第三方脐血移植的恶性血液病患者230例，男139例，女91例。其中急性髓系白血病（AML）93例，急性淋巴细胞白血病（ALL）97例，骨髓增生异常综合征（MDS) 21例，非霍奇金淋巴瘤（NHL）10例，慢性髓性白血病（CML) 9例。参照文献[@b5]，以第1次完全缓解期（CR1）、第2次完全缓解期（CR2）的AML与ALL, CR1、CR2、部分缓解或疾病稳定NHL，第1次慢性期CML，原始幼稚细胞\<20% MDS患者为标危组；其余患者为高危组。供者来源：父母亲代供者139例，同胞供者46例，子代供者45例。其中可供分析供受者相合单倍型来源的完整家系共139对，供者来源中父亲72例、母亲57例、同胞10例。

2．供受者HLA高分辨基因分型及脐血分型与单倍型的确定：基因序列分析法（sequence based typing，SBT）、序列特异性寡核苷酸探针杂交法（sequence specific oligonucleotide probes, SSOP）、高分辨特异性引物扩增法（high resolution specific sequencing primer, High Res. SSP）对供受者进行HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1等位基因分型，并在等位基因错配的基础上对供受者进行分析。第三方脐血HLA-A、-B、-DRB1基因分型结果均由上海市脐带血干细胞库与苏州市干细胞库提供。在家系完整的139对供受者中分析供受者相合单倍型来源，同时分析第三方脐血单倍型与供者受者相合单倍型，脐血单倍型的确定：若脐血单倍型与供受者有一条相合的单倍型，则定义为脐血单倍型与供受者单倍型相合：若脐血单倍型没有与供受者有一条相合的单倍型，则定义为脐血单倍型与供受者单倍型不合。HLA-Ⅰ类位点相合组即供者在HLA-A、-B、-C上至少1个位点存在2个等位基因与患者相合，HLA-Ⅱ类位点相合组即供者在HLA-DRB1、-DQB1上至少1个位点存在2个等位基因与患者相合。

3．移植方式：预处理方案：18例患者采用TBI/CY（司莫司汀+阿糖胞苷+环磷酰胺+白消安联合全身照射）方案，212例采用改良BU/CY（司莫司汀＋阿糖胞苷＋环磷酰胺＋白消安）方案。供者接受10 µg/kg G-CSF连续皮下注射5 d，于第4天在持续硬膜外麻醉下采集骨髓，计数CD34^+^细胞数（\>2× 10^6^/kg）。若干细胞数量采集不足，则于第5天继续采集外周血干细胞以补足之。骨髓移植59例，外周血干细胞移植14例，骨髓联合外周血干细胞移植157例。使用多种免疫抑制剂预防GVHD。第三方脐血在回输单倍体供者的造血干细胞6 h前回输。以中性粒细胞绝对值（ANC）连续3 d≥0.5×10^9^/L和PLT连续3 d≥20×10^9^/L作为植活的指标。

4．随访：所有患者通过门诊、日间病房定期进行随访，并通过电话随访进一步确认患者疾病状态及生存情况。随访截至2015年6月30日，中位随访时间21(5\~41）个月。总生存（OS）时间为接受移植至任何原因引起的死亡或随访终点。无事件生存（EFS）时间为接受移植至疾病进展、复发或随访终点。移植相关死亡（TRM）为移植后除外复发因素导致的死亡。

5．统计学处理：以OS率、EFS率、复发、TRM、100 d内Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD为观察指标。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线，应用Log-rank检验进行组间比较。Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD、TRM及复发采用R 3.2.2软件含竞争风险的模型进行分析，任何原因的死亡为Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD、TRM、复发的竞争风险。分析第三方脐血时，巨核系及粒系重建作为评价预后指标之一。*P*\<0.05为差异有统计学意义。应用GraphPad Prism 5.0软件绘制统计数据表。

结果 {#s2}
====

一、造血重建情况及预后特征

粒系重建中位时间为13(5\~32) d，巨核重建中位时间为16(5\~180) d。100 d Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD累积发生率为31.6%，3年累积复发率及TRM率分别为24.0%、27.0%。高危组患者33例，24例死亡，其中16例复发，10例发生Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD，7例死于严重aGVHD。高危组3年OS及EFS率均低于标危组（OS：16.1％对63.5%，*P*\<0.001；EFS：15.6％对53.2%，*P*\<0.001）。高危组复发率为58.8%，明显高于标危组的8.6 %（*P*\<0.001）。提示疾病状态是影响移植预后的重要指标。

二、供受者HLA等位基因错配对单倍体联合第三方脐血移植预后的影响

1．HLA等位基因相合程度对移植OS及EFS的影响：根据HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1等位基因相合度分为HLA-5/10相合组（124例）及HLA≥6/10相合组（106例），两组3年OS率分别为48.7％和57.2%（*P*=0.080）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），EFS率分别为42.6％和49.5%（*P*=0.343）（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。HLA-5/10、-6/10、-7/10、≥8/10四组3年OS率分别为48.7%、59.3%、71.1%、38.3%，差异无统计学意义（*P*=0.068）（[图1C](#figure1){ref-type="fig"}），3年EFS率分别44.4%、54.0%、61.6%、32.9%（*P*=0.274）（[图1D](#figure1){ref-type="fig"}）。HLA-6/10相合组3年OS率高于HLA-5/10相合组（59.3％对48.7%，*P*=0.041），而EFS率差异无统计学意义。HLA-7/10相合组与HLA-5/10相合组相比有增高趋势，差异无统计学意义（71.1％对48.7%，*P*=0.141），HLA≥8/10相合组与HLA-5/10相合组比较差异无统计学意义（38.3％对48.7%，*P*= 0.454）。

![供受者HLA相合程度对总生存（A、C）与无事件生存（B、D）的影响](cjh-37-07-591-g001){#figure1}

2．HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1位点等位基因错配对OS及EFS的影响：在HLA-6/10相合组中，HLA-Ⅰ类位点相合（34例）与HLA-5/10相合组（124例）相比3年OS率差异有统计学意义（61.5％对48.7%，*P*=0.017）（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），3年EFS率有增高趋势，但差异无统计学意义（51.8％对42.6%，*P*=0.088）（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。44例HLA-6/10相合组患者中HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1位点等位基因相合分别为21、2、11、5、5例，HLA-A位点等位基因相合患者3年OS及EFS率分别为90.5％和84.4%，均高于HLA-5/10相合组，差异有统计学意义（*P*=0.013，*P*=0.013）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。其他各组因例数太少，未纳入统计学分析。

![HLA-6/10Ⅰ类位点相合对总生存（A）、无事件生存（B）率的影响](cjh-37-07-591-g002){#figure2}

![HLA-6/10 A位点相合对总生存（A）、无事件生存（B）率的影响](cjh-37-07-591-g003){#figure3}

41例HLA-7/10相合患者中HLA-Ⅰ类、HLA-Ⅱ类、Ⅰ+Ⅱ类位点等位基因相合分别为13、23、5例，HLA-7/10Ⅱ类相合3年OS与EFS率分别为73.9%、65.2%，与HLA-5/10相合组相比差异均无统计学意义（*P*\>0.05）；HLA-B、-C位点等位基因相合有9例，HLA-A位点等位基因相合且HLA-B或-C位点相合共4例，1例为高危组且死于移植后复发，1例死于严重的感染。

在HLA≥8/10相合组中，HLA-Ⅰ类错配共11例，3例为高危组，其中HLA-A、-B位点错配的7例，HLA-B、-C位点错配的有3例，HLA-A、-C位点错配1例。HLA-A、-B位点错配3例死于移植后复发，2例死于多器官功能衰竭，1例死于Ⅲ\~Ⅳ度肠道aGVHD; HLA-B、-C位点错配2例死于严重感染；HLA-A、-C位点错配的1例死于移植后复发。HLA-Ⅱ类、HLA-Ⅰ+Ⅱ位点错配分别有4例、3例，无一例死亡，其中3例HLA-Ⅰ+Ⅱ类错配患者中2例为HLA-C、-DRB1错配，1例为HLA-A、-DQB1错配。HLA-9/10相合共3例，1例为HLA-A位点错配，死于移植后复发。

3．供受者HLA相合程度及等位基因错配对TRM、复发及Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD累积发生率的影响：HLA-5/10相合组TRM率明显高于HLA≥6/10相合组（35.8％对21.9%，*P*=0.043）；HLA-5/10、-6/10、-7/10、≥8/10 4组3年TRM累积发生率分别为35.4%、24.2%、12.9%、23.8%（*P*=0.139），累积复发率分别为20.9%、22.9%、26.9％和44.0%（*P*=0.341）。在HLA-6/10相合组中HLA-Ⅰ类位点相合3年TRM累积发生率有低于HLA-5/10相合组的趋势（21.76％对35.8%，*P*=0.067），3年累积复发率差异无统计学意义（20.9％对26.4%，*P*=0.991）；HLA-A位点相合3年TRM累积发生率有低于HLA-5/10相合的趋势，但差异无统计学意义（9.5％对35.9%，*P*=0.094）；而HLA-C或HLA-Ⅱ类位点相合均未发现类似结果。在HLA-7/10相合组中，HLA-Ⅰ类、Ⅱ类位点相合3年TRM累积发生率分别为9.8%、13.0%，与HLA-5/10相合组比较差异均无统计学意义（*P*=0.140，*P*= 0.126）。HLA-5/10、-6/10、-7/10、≥8/10 4组Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD累积发生率分别为32.2%、31.8%、29.2％和28.5%（*P*=0.930）。各组中HLA不同位点错配Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD累积发生率差异亦无统计学意义。

三、供受者与脐血单倍型是否相合对造血重建及Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD的影响

供受者与脐血至少1条单倍型相合为88例，不合为51例，两者巨核系重建中位时间分别为16(5\~82) d、17(10\~120) d，巨核系重建累积发生率分别为95.3%、86.2%（*P*=0.007）（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）；粒系重建中位时间分别为12(5\~21) d、13(10\~25) d，粒系重建累积发生率分别为98.8%、96.1%（*P*=0.022）（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}）。

![脐血与供受者单倍型相合与不合对巨核系（A）、粒系（B）重建的影响](cjh-37-07-591-g004){#figure4}

在供受者与脐血至少1条单倍型相合88例中，脐血单倍型与供者单倍型均相合（HLA-6/6）27例、与父亲单倍型相合33例、与母亲单倍型相合28例，三组间巨核系造血重建累积发生率分别为93.4%、88.8%、92.5%（*P*=0.477）。三组Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD累积发生率分别为21.2%、39.2%、25.92%（*P*=0.393）。

讨论 {#s3}
====

在无关错配移植中HLA错配的位点越多，长期预后越差。多个机构都曾报道了HLA错配对预后的意义[@b1],[@b9]--[@b12]。Sasazuki等[@b9]随访1 298对无关移植的供受者发现HLA-A、-C错配与Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD密切相关，而HLA-Ⅱ类错配与aGVHD无明显相关性。Flomenberg等[@b10]发现HLA-DRB1错配比HLA-A、-B错配对OS率的影响更大[@b10]。随后，Morishima等[@b1]随访了7 898例非血缘造血干细胞移植患者，发现HLA-A、-B、-C、-DPB1错配对Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生率有显著意义，而HLA-C、-DPB1错配影响累积复发率。在单倍体移植中，Kasamon等[@b4]随访了185例采用非清髓性单倍体移植且移植后使用大剂量环磷酰胺的恶性血液病患者，认为HLA-A、-B、-C、-DRB1抗原错配对预后的影响不大。Huo等[@b13]在2012年随访了481例单倍体移植患者HLA-A、-B、-DRB1分型对预后的影响，发现HLA-B错配增加TRM和aGVHD累积发生率，但是对OS率无明显影响。随后Wang等[@b5]随访了1 210例单倍体造血干细胞移植患者，发现HLA-3/6、≥4/6相合两组预后差异无统计学意义，且HLA-A、-B、-DRB1位点抗原错配对预后无影响。本研究我们发现HLA-6/10相合预后有优于HLA-5/10相合的趋势，且在HLA-6/10相合中Ⅰ类位点及HLA-A位点相合都可提高患者的预后，在单倍体移植潜在供者的选择中有一定参考价值。但是由于本研究样本量较小，仍需增加样本量进一步分析验证。

我们以往研究报道单倍体联合脐血移植发现第三方脐血的输注可促进造血重建、减少aGVHD的发生[@b6]--[@b7]。本研究我们在139对家系完整的单倍体联合脐血移植的患者中也发现，当脐血与供受体单倍型相合时，造血重建更好。在小鼠的动物模型中已发现通过输注脐血动员的间充质干细胞可促进单倍体移植的造血重建[@b14]。这可能与异基因移植后免疫及造血重建主要依赖于造血干细胞诱导的微环境，而输注脐血可修复造血微环境有关。在单倍体移植中，错配的单倍型可源于父亲或母亲，即所谓的非遗传性母本抗原错配单倍型（none inherited maternal antigen haplotype, NIMA haplotype），或非遗传性父本抗原单倍型（none inherited paternal antigen haplotype, NIPA haplotype）。Van Rood等[@b15]发现在非去T细胞的单倍体移植中，NIMA单倍型错配的患者aGVHD累积发生率及TRM均低于NIPA单倍型错配的患者。北京大学人民医院报道了NIMA单倍型错配的同胞供者aGVHD发生率更低[@b6]。本研究我们未发现供受者NIMA单倍型错配对TRM、aGVHD的影响；而脐血单倍型与供受者MINA单倍型错配时，Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD的发生率有低于NIPA单倍型错配患者的趋势。此外，在单倍体联合脐血移植中，还要考虑抗HLA抗体，特别是抗供者特异性抗体（donor specific antibody, DSA）对植入、造血重建及预后的影响[@b16]--[@b19]。

总之，在单倍体联合脐血移植中，HLA相合度及等位基因错配对预后均有重要影响，选择与供受者单倍型相合的脐血可促进移植后造血重建。
